自然杀伤（natural killer，NK）细胞是固有免疫系统的一部分，是机体抵御病毒感染、肿瘤细胞生长及转移的第一道防线[@b1]。而NK细胞的异源反应性更是目前研究的热点。临床上，HLA不相合造血干细胞移植（HSCT）中，"licensed" NK细胞具有异源反应性。而"non-licensed" NK细胞在富于细胞因子的造血环境下，也可能发生活化。这也说明，尽管供受者抑制型KIR/HLA配体不相合，NK细胞自身"licensing"和"education"功能，也可使得NK细胞活化[@b2]。我们前期对活化型KIR与配体进行研究，发现活化型KIR2DS1基因能有效介导NK细胞杀伤树突细胞（DC），且来自HLA-C1纯合子、KIR2DS1阳性的NK细胞在体外实验中能被C2组靶细胞显著激活[@b3]--[@b4]。我们研究经体外修饰供者NK细胞的抑制型KIR，即封闭CD158受体表位前后对受者DC的杀伤作用，并进一步探索供受者KIR/HLA模式，为临床单倍体异基因HSCT(allo-HSCT）筛选最佳供者提供分子依据。

对象与方法 {#s1}
==========

1．药物和试剂：RosetteSep NK细胞富集试剂盒（加拿大Stemcell公司产品），RPMI 1640培养液及10%胎牛血清（美国Gibco公司产品），淋巴细胞分离液（中国医学科学院生物工程研究所产品），重组人白细胞介素2（rhIL-2）、重组人白细胞介素15（rhIL-15）及肿瘤坏死因子α（TNF-α）均为美国PeproPech公司产品，人AB血清购于天津灏洋生物公司，DNA提取试剂盒、HLA-Cw、KIR分型试剂盒为美国Invitrogen公司产品，Taq酶（美国Promega公司产品），Cell Counting Kit-8（CCK8试剂盒）为上海碧云天生物研究所产品，CD158a、CD158b mAb为美国BD公司产品，流式细胞仪及标记抗体为美国Beckman-Coulter公司产品。

2．研究对象：2010年5月至2014年12月于山西医科大学附属肿瘤医院接受单倍体allo-HSCT的急性白血病患者及供者各5例。

3．KIR基因分型检测：采用PCR-SSP法对KIR基因型进行检测。PCR缓冲液150 µl、双蒸水50 µl、DNA样本25 µl，Taq酶1.7 µl，混匀后分装至KIR分型试剂盒中。扩增条件为95 °C预变性5 min; 95 °C变性30 s, 68 °C退火30 s, 72 °C延伸90 s, 30个循环；4 °C保存。PCR仪扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳7 min。成像后根据阳性条带及Score软件对结果进行分析。

4．HLA-Cw分型检测：采用SBT法对HLA-Cw位点进行分型检测。DNA样本经PCR产物扩增、纯化及测序反应后上ABI 3730 DNA序列分析仪检测；并采用Assign SBT 3.6+软件分析测序结果。根据HLA-Cw表位将受者DC分为C1、C2、C1/C2组。

5．封闭供者NK细胞CD158表位NK细胞培养14 d后取浓度为1×10^6^/ml的NK细胞100 µl，加入CD158a、CD158b单克隆抗体（0、10、20 µg/ml）将混合细胞悬液置于37 °C、5% CO~2~条件下孵育30 min，封闭KIR2DL1、KIR2DL2/L3。

6．封闭供者NK细胞CD158表位前后对受者DC的杀伤作用：进行杀伤活性测定前，根据供者KIR基因分析结果显示对表现KIR2DS1阳性的供者NK细胞进行封闭。采用CCK-8比色法检测供者NK细胞的杀伤活性，靶细胞为DC，调整细胞密度为1 ×10^5^/ml，按照不同效靶细胞比（1∶1、5∶1、10∶1）分别接种于96孔板上（每组设3个复孔），并设靶细胞孔、效应细胞孔及空白对照孔，每孔均为100 µl，充分振荡混匀后，于3 °C、5%CO~2~条件下培养24 h，后向每孔加入CCK-8 10 µl，振荡混匀后，在37 °C、5% CO~2~条件下培养4 h上酶标仪检测各孔在波长为450 nm处（600 nm校准）吸光度（*A*）值。$$\text{NK}细胞杀伤活性(\%) = (1 - \frac{A_{效靶细胞孔} - A_{效应细胞孔}}{A_{靶细胞孔}}) \times 100\%$$

7．统计学处理：采用SPSS 20.0软件，计量资料以均数±标准差表示，两组资料数据比较采用*t*检验，多组之间采用方差分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、NK细胞分离鉴定结果

健康供者NK细胞分选后，流式细胞术检测结果显示，外周血NK细胞纯度比例由（19.80±3.71）%提高到（93.10±2.94）%。

二、NK细胞增殖情况分析

分选后的NK细胞随着时间延长细胞数量增加，培养第7天、第14天扩增倍数分别为27.14±1.96、48.93±2.26。NK细胞培养期间在镜下观察细胞生长状态良好，细胞活力均在98%以上。

三、DC鉴定

1．DC形态变化：DC于培养第2天细胞体积变大、变形，出现梭形及树枝样等形态；第5天后细胞开始聚集，有部分细胞周围可见细小毛刺，且少数细胞开始悬浮；培养第7天，大多数细胞开始悬浮不再贴壁生长，于倒置光学显微镜下可见细胞周围有大量长而粗的树枝样突起，即为典型的DC形态。

2．DC免疫表型分析：培养第5、7天采用流式细胞术检测DC表面特异性标志，结果显示，培养第5天及第7天DC表面的共刺激分子CD80和CD86表达率分别由（52.42±2.43）%升至（91.99±1.21）%及（65.62±1.83）%升至（83.05±1.46）%，HLA-DR表达率由（72.58±2.11）%升至（83.58±0.97）%，特异性分子标志物CD1a表达率则由（87.21±2.35）%下降为（70.43±1.54）%，成熟分子标志物CD83表达率由（42.72±2.12）%升高为（85.83±3.47）%。

四、经抗CD158单克隆抗体修饰前后NK细胞对DC的杀伤作用

选择CD158表位封闭前后的供者NK细胞对受者DC的杀伤作用进行分析比较，结果显示，在效靶比（1∶1、5∶1、10∶1）范围内，封闭前后供者NK细胞对受者DC均具有杀伤作用，且随着效靶比的增加杀伤作用增强；同一效靶比，封闭后NK细胞对DC的杀伤作用高于封闭前，差异具有统计学意义（*P*\<0.05）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![封闭CD158受体表位前后供者NK细胞对受者DC的杀伤作用（每组设3个复孔）](cjh-37-03-248-g001){#figure1}

且在10∶1效靶比情况下，随封闭抗体浓度增高，对DC的杀伤活性增高\[（3.82±1.07）%对（38.57±3.26）%\]，差异均具有统计学意义（*P*\<0.05）。

五、供者NK细胞KIR2DL1对不同表位DC的杀伤作用

根据供受者KIR及HLA-Cw检测结果，将受者DC分为C1、C2、C1/C2组，经抗CD158b单抗单纯封闭KIR2DL2/L3受体表位，在同一效靶比（10∶1）下，供受者KIR2DL1对C1组DC杀伤效果优于受者为C2及C1/C2组；用不同浓度的CD158a单抗封闭KIR，随封闭抗体浓度的增加，杀伤效果增强（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 单抗封闭KIR2DL2/L3后KIR2DL1对不同表位DC的杀伤率（%）

  组别    样本数   抗体浓度(µg/ml)                         
  ------- -------- ----------------- ---------- ---------- ----------
  C1      3        3.93^a^           18.91^a^   22.47^a^   40.43^a^
  C2      1        2.86              4.28       11.54      15.62
  C1/C2   1        3.58              6.13       15.49      17.14

注：a：三组数据的均数

讨论 {#s3}
====

KIR主要分布于NK细胞表面，其配体为HLA-Ⅰ类抗原（HLA-A、HLA-B和HLA-C），其中以HLA-C类抗原最为主要。KIR分为活化型与抑制型两大类，在正常情况下，抑制型KIR与配体的亲和性强于活化型KIR，与自身靶细胞HLA-Ⅰ类分子结合，抑制了NK细胞的活化，使正常细胞避免自身免疫。抑制型信号和活化型信号之间相互作用，共同影响NK细胞活化的阈值及细胞毒活性[@b5]。活化阈值较低会导致NK细胞和T细胞的高活性，免疫状态被活化，而这种过度免疫状态可导致急性移植物抗宿主病（aGVHD）的发生。目前认为，NK细胞表面标志为CD3^−^、CD16^+^、CD56^+^[@b6]，本实验我们通过NK细胞富集试剂盒分选NK细胞并对以上特异性表面抗体进行标记，纯化后NK细胞达91.1%，满足实验需求。另外，将分选后的NK细胞在细胞因子的刺激下扩增培养，培养14 d扩增（48.93±2.26）倍，说明体外可以获得高效扩增的NK细胞。

在HSCT早期，移植物抗原刺激宿主体内的APC，从而诱导供者T淋巴细胞活化，导致严重aGVHD。DC被认为是人体内最主要且功能最强的APC，因此在aGVHD发生过程中，清除受者体内DC，是减轻aGVHD发生的关键[@b7]。在allo-HSCT中，由于供受者KIR/HLA不相合，供者NK细胞的异源反应性被激活，KIR传递活化信号从而激活NK功能溶解靶细胞，介导GVL效应并有效杀伤受者DC减轻GVHD的发生，有利于移植物植入，是目前研究的热点[@b8]。

CD158是KIR家族主要成员，分为CD158a和CD158b。CD158a分子主要为KIR2DL1，CD158b分子主要为KIR2DL2/L3。这些KIR是NK细胞表面重要的iKIR，可通过结合靶细胞HLA-C位点抑制NK细胞的杀伤活性。因此理论上通过封闭CD158分子可使iKIR无法传递抑制信号，从而激活NK细胞杀伤活性。而且在动物实验中，运用单克隆抗体封闭iKIR可导致NK细胞活化，促进了NK杀伤效应[@b9]。

我们前期对活化型KIR与配体进行研究，发现活化型KIR2DS1基因能有效介导NK细胞杀伤DC，且来自HLA-C1纯合子、KIR2DS1阳性的NK细胞在体外实验中能被C2组靶细胞显著激活[@b3]--[@b4]。本实验中，我们将重点放在抑制型KIR的研究上。国内窦立萍等[@b10]研究结果显示，KIR2DL1、KIR2DL2/L3的基因分布频率为95%以上，其中KIR2DL1为100%。相关研究结果显示，供者KIR2DL1是引起NK细胞异源反应活性的主要iKIR，其与活化型KIR2DS1均识别C2表位靶细胞，但KIR2DL1与C2表位有更强的亲和力，移植早期异源活性iKIR高表达可增加GVHD的风险，但iKIR低表达则可导致白血病复发[@b11]。本研究中我们选择单倍体allo-HSCT供者外周血NK细胞及接受移植患者的DC作为研究对象，并对5对供受者KIR/HLA进行分型检测。为避免活化型KIR2DS1阳性对研究结果的影响，体外运用KIR2DS1单抗对5例供者NK细胞进行封闭处理。实验中，体外运用不同浓度CD158单克隆抗体对KIR2DL1、KIR2DL2/L3进行封闭，探索封闭抑制型受体KIR2DL1及KIR2DL2/L3前后对受者DC的杀伤作用。杀伤结果显示，同一效靶比（10∶1）下，封闭供者NK细胞抑制性受体后，杀伤受者DC的活性明显提高，增加封闭抗体浓度可提高杀伤活性。

研究发现，与KIR2DL1 +NK具有特异性杀伤C1/C1靶细胞不同，而KIR2DL2细胞识别C1、C2配体，异源反应活性弱[@b12]--[@b13]。国内报道显示，中国汉族人群绝大多数人均携带HLA-C1基因，allo-HSCT人群出现KI2DL2/L3不合的概率仅占0.03%[@b10]。本研究根据供受者KIR和HLA-Cw分型结果，将受者分为C1、C2及C1 /C2。考虑KIR2DL2/L3异源反应性差及可识别C1、C2配体的特点，对其进行单一封闭，单纯分析KIR2DL1对HLA不同表位的杀伤作用，发现在同一效靶比（10∶1）下，供受者KIR2DL1/C1组对靶细胞杀伤效果高于受者为C2及C1 /C2组，用不同浓度的CD158a单抗进行封闭，随封闭抗体浓度的增加，杀伤效果增强，与国外研究结果[@b13]相符。

本研究我们初步探究了KIR/HLA错配对NK细胞功能的影响，并为临床allo-HSCT选择供者提供了一定的实验支持。但由于样本量有限，存在个体差异性。而且NK细胞表面存在多种受体，其相互之间协同与拮抗关系有待进一步深入探索。
